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REsuMi

Une technique a été élaborée pour obtenir des cultures de racines de tomate excisées ne présentant qu'une seule
femelle de M. incognita par galle, '4ge de cette femelle étant connu a six heures prés. Elle consiste & inoculer sur
gélose pure 100 larves L, stériles par plantule de tomate désinfectée et & exciser les apex six heures plus tard pour les
transférer sur un milieu Skoog - Tsui - White (STW).

La ponte et la diapause des ceufs de chaque femelle ont été suivies dans le temps sur milieu STW complet et sur
le méme milieu carencé en potassium. Les ceufs pondus sont moins nombreux sur milieu sans potassium dés la
sixiéme semaine aprés la pénétration. Sur milieu complet, la diapause apparait dés le début de la ponte et se main-
tient.4 un taux constant pendant toute sa durée. En ’absence de potassium, le pourcentage d’ceufs en diapause
diminue avec 1'dge des femelles. .

SUMMARY

Study of the embryonic diapause of Meloidogyne incognita eggs in monozenic cullure :
© ~technique of inoculation, effect of age of females and potassium deficiency

Young axenized tomato seedlings were exposed to 50 or 100 axenized second stage larvae of Meloidogyne incognila
on pure agar. Six, eight or ten hours later, they were excised and transferred to complete or K-deficient Skoog-
Tsui-White medium.

The percentage of galls bearing only one female was highest when roots were exposed to 50 larvae for six hours.
Egg laying and diapause of eggs from females in single-female galls were followed from the 5th week to the 8th week
after inoculation. At six weeks the average number of eggs laid per female was lower on the K-deficient medium
than on complete medium, and remained lower thereafter. The percentage of eggs in diapause remained constant
throughout the egg laying period on complete medium, but on K-deficient medium the percentage of diapausing
eggs decreased with the age of the female.

* Adresse actuelle : Les Marnes, Sancy-les-Provins, 77320 La Ferté-Gaucher, France.
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Endoparasites stricts, les Meloidogyne dé-
pendent étroitement de 1'état physiologique de
leur hote pour leur développement et leur repro-
duction. La nutrition minérale de la plante joue
un role important dans ce domaine et, parmi les
éléments nécessaires, le potassium semble avoir
une influence prédominante. Dés 1911, Bessey
avait signalé qu’un excés de cet élément dimi-
nuait les dommages subis par les cultures. Oteifa
(1952) a montré que l'inoculation par M. inco-
gnila réduisait la croissance de plants de Pha-
seolus lunatus, ainsi que leur teneur en potassium.
L’apport d'un excés de potassium corrigeait
cette situation sauf dans le cas d’une trés forte
infestation. En ce qui concerne 'effet du potas-
sium sur le nématode lui-méme et en particulier
sur sa reproduction, les résultats peuvent pa-
raitre contradictoires : Oteifa (1951, 1953) a
montré qu’'une déficience en potassium dimi-
nuait considérablement le nombre de femelles
adultes de M. incognifa dans les racines de
P. lunalus et celui des masses d’ceufs présentes
a leur surface. Dropkin et Boone (1966) ont con-
firmé la relation directe entre nutrition potas-
sique ‘et ponte de M. incognila sur racines de
tomate excisées inoculées avec une seule larve.
Par contre, Ishibashi, Kegasawa et Kunii (1964)
ont trouvé que les femelles de la méme espéce
pondaient une fois et demie plus d’ceufs sur les
plants de tomate totalement carencés en K. Sur
concombre et patate douce, la carence en potas-
sium n’avait pas d’effet sur la reproduction.

Mais 1’état physiologique de la plante peut
également influer sur le développement des
ceufs pondus. Ishibashi (1969) a briévement
signalé que, chez M. incognilia, les femelles agées
ou vivant sur des plantes cultivées sans engrais
pondaient des ceufs « dormants ». Dans une pré-
cédente étude, 'un des auteurs (de Guiran,
1980) a montré quel’dge des femelles et la défo-
liation des plants' de tomate augmentaient la
proportion d’ceufs considérés comme étant en
diapause, c’est-a-dire ayant leur développement
bloqué & un stade peu différencié.

La présente étude a eu pour but de préciser
I'influence combinée de I'ge des femelles et
d’une carence en potassium sur la ponte et la
diapause des ceufs de Meloidogyne incognila
(Kofoid & White, 1919), Chitwood, 1949. Afin de

mieux contrdler 'environnement de 1'héte et
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du nématode, l'expérimentation a eu lieu en
milieu monoxénique, le nématode étant cultivé
sur des racines de tomate excisées poussant sur
milieu défini. Une technique d’inoculation a dit
étre au préalable mise au point pour connaitre
I’adge des femelles avec précision et pour n’avoir
qu’une seule femelle par galle, ce qui évite toute
concurrence nutritive entre les parasites.

L’4ge des femelles ne peut étre connu qu’en
sachant & quel moment les larves ont pénétré
dans I'héte. Il faut pour cela laisser 'inoculum
en présence des racines le moins longtemps pos-
sible. Ceci peut également éviter la pénétration
multiple en un méme site et la concurrence qui
peut en découler.

L'inoculation avec des larves déja écloses per-
met de raccourcir le temps de contact inoculum-
hote, mais « pécher » ces larves une & une dans
une suspension et les déposer au voisinage des
racines est une opération longue et génératrice
de contaminations. Un essai de cette méthode
a montré que la pénétration était faible et le
temps de mise en contact des larves avec I'hote
trop long pour permettre de fixer I'dge des
femelles avec précision. Inoculer des parties ali-
quotes de cette suspension a l'inconvénient d'in-
troduire, & la surface du milieu gélosé, du liquide
qui peut géner le déplacement des larves. Une
autre procédure a donc été recherchée.

Mise au point d'une technique d'inoculation

MATERIEL ET METHODES

— Des graines de tomate (Lycopersicon escu-
lentum L. cv. H63-b) sont désinfectées par
Ca (Cl10), a 4,59, pendant cinq minutes et mises
a germer sur papier filtre humide et stérile.

— Trois jours aprés la mise en germination,
des masses d’ceufs de M. incognila, récoltées sur
des plants de tomate (méme cv.) poussant en
serre et inoculés avec une souche issue d’une
seule femelle originaire de Cote d’Ivoire, sont
dissociées et stérilisées en méme temps par agi-
tation dans NaClO a 59,. La suspension d’ceufs
stériles est recueillie sur un tamis d’ouverture
10 um. Aprés ringage abondant a eau stérile,
le tamis est déposé dans une boite de Petri avec
juste assez d’eaustérile pour humecter ses mailles.

Revue Némalol. 3 (2): 161-166 (1980)



Diapause de Meloidogyne incognita, dge et déficience en polassium

— Le lendemain, soit quatre jours aprés la
mise en germination :

1o I’eau des boites de Petri, qui contient
les larves écloses depuis 24 heures, est transférée
dans un récipient gradué : sa concentration en
larves est titrée par trois prélévements et comp-
tages.

20 Les plantules de tomate entiéres sont
transférées dans des boites de Petri contenant
de la gélose pure a 15%/q, a raison de 6 plantules
par boite.

3° Une quantité de liquide contenant 50
ou 100 larves par plantule est transférée dans
un support Pyrex de filtre Millipore fixé sur une
fiole & vide. Aprés élimination du liquide, le filtre
(diametre 25 mm, porosité 3 pm) est retourné
sur la gélose de la boite contenant les plantules
et immédiatement retiré avec un glissement de
fagon a laisser sur la gélose les larves qui le
recouvraient. En effet, il a été observé que
I’abandon du filtre & la surface du milieu entraine
le piégeage des larves dans le ménisque d’eau
qui l'entoure.

— Six, huit ou dix heures plus tard,lesracines
sont prélevées, lavées et colorées au bleu coton
a froid (de Guiran, 1966). Une fois la coloration
prise, elles sont écrasées entre deux plaques de
verre et examinées au stéréomicroscope pour
vérifier la pénétration des larves.

RESULTATS

L’allongement du temps de contact augmente
considérablement le pourcentage de plantules
infectées, que le nombre de larves inoculées soit
de 50 ou de 100 (Tab. 1). Mais il aboutit égale-
ment & augmenter le nombre de larves & l'inté-
rieur d’'une méme plantule, ce qui peut amener
entre les individus, une concurrence que l'on
veut éviter. Il est donc préférable de ne laisser
les larves que six heures en contact avec I'hdte. -
Pour ce temps de contact on constate que les
pénétrations sont beaucoup plus étagées le long
de la racine (Tab. 2). Gent larves par plantule
et six heures de contact paraissent donc étre la
meilleure technique d’inoculation.

Tableau 1

Nombre et pourcentage de plantules de tomate infectées aprés inoculation
par des larves de M. incognila.

Number and percent of infected fomato seedlings inoculated with M. incognita larvae

¥

Temps Inoculum Nombre Plantules infeclées Plantules conienani plus
de coniact (larves de plantules de trois larves

héte-inoculum par planiule) inoculées Nombre % Nombre 9%
6 heures 50 37 21 56,5 10 7

, 100 63 43 68 15 24
8 heures 50 47 45 95 39 83
10 heures 100 22 21 95 17 77

Tableau 2

Localisation des larves de M. incognita dans les racines de tomate siz heures aprés 'inoculation
avec 50 ou 100 larves par plantule (en % des larves ayant pénétré dans I’ensemble des plantules)

Localization of M. incognita larvae in fomato seedlings rools six hours after inoculation
with §0 or 100 larvae per seedling (in %, of the larvae having penetraled in all the seedlings)

Larves Nombre mm depuis 'apex
par planiule de plantules ’
inoculées 0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 > 5
50 - 37 44 35 17 4
100 63 4 47 10 10 6 23
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Influences combinées de l'dge de la meére
et de la nutrition en potassium

ProcEDURE

Apres irsloculation selon la méthode retenue
(100 larves par plantule, six heures de contact),
des racines de tomate sont excisées en dessous
de I'hypocotyle et repiquées chacune dans une
boite de Petri de 9 cm de diameétre contenant
soit du milieu Skoog - Tsui - White (STW) com-
plet (Netscher, 1973), soit le méme milieu carencé
en potassium (K zéro). Ce dernier est réalisé en
remplacant 'ion K+ par I'ion Cat+ et en respec-
tant 1’équilibre ionique de la solution exprimé
on milliéquivalénts (Tab. 3).

Les cultures sont conservées dans une enceinte
stérile a 280. Les masses d’ceufs, qui commencent
4 se former quatre semaines aprés l'inoculation,
sont prélevées toutes les semaines de la cin-
quiéme a la huitiéme. Ceci permet de connaitre
la ponte d’'une méme femelle, semaine aprés
semaine. La majorité des femelles avait cessé de
pondre aprés huit semaines et les rares pontes
observées au-dela ont donné des résultats incon-
sistants ; b2 femelles isolées ont ainsi pu étre
suivies sur milieu complet (STW) et 69 sur milieu
K zéro. En fin de ponte, les racines ont été
colorées. Elles ne contenaient effectivement
qu’une femelle par galle.

Les masses d’ceufs sont mises a éclore indi-
viduellement sur un tamis de nylon dans l'eau
déminéralisée affleurante. Tous les deux jours
I’eau est renouvelée et les larves comptées.

'

Au bout de 21 jours, ’éclosion étant terminée,
les ceufs non éclos sont colorés au New Blue R
et comptés pour évaluer la ponte totale et le
pourcentage de diapause (de Guiran, 1979).

ResuLraTs

Multiplication

Le tableau -4 montre les nombres moyens
d’ceufs pondus par une femelle chaque semaine
ainsi que le total de la ponte, sur chacun des
milieux. Dés la sixiéme semaine (en fait la
deuxiéme semaine de ponte), le nombre d’ceufs
diminue sur milieu K zéro. Le test des médianes
donne une différence hautement significative
(e < 0,01) entre le total des ceufs pondus par
une femelle sur chacun des milieux. La carence
en potassium entraine donc une diminution de
la fécondité des femelles.

Pourcentage de diapause

Sur chacun de ces milieux, les pourcentages
moyens de diapause sur le total de la ponte ont
été les suivants :

Milieu STW : 24,699,
Milieu K zéro : 25,439%,
La différence n’est pas significative.

Cependant, les conclusions sont différentes si
I'on considére l'évolution du pourcentage de
diapause pendant le cours de la ponte. Si ce
pourcentage ne change pas avec le temps pour

Tableau 3

Macroéléments contenus dans Ie milieu STW normal
et dans le méme milieu sans potassium

Macronutrients of normal STW culture medium
and of the same without potassium

MgS0,, 70,0

Ca (NO,),, 4H,0
KNO,

NH,NO,
KH,PO,

K

Ca (H,PO,),, H,0
CaCl,

Total milliequivalents
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STW K zéro
72 mgj/l 72 mg/l
144 mg/l 237 mg/l
80 mg/1 :
400 mg/l 400 mg/l
38 mg/l
65 mg/l
37 mgjl
48,3 mg/l
8,75 ] 8,75
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Tableau 4

Nombre moyen d’ceufs pondus chaque semaine par femelle de M. incogniia
sur racine de tomate excisée poussant sur milieu complet (STW) ou carencé en potassion (K zéro)
Test des médianes : NS : non significatif, HS : hautement significatif (« = 0,01)

Mean number of eggs laid each week by one female of M. incognita
on lomato excised root cultivaled on complete (STW ) or potassium deficient (K zero) medium
Mediane test: NS: non significanl, HS: highly significant (a« = .01)

he
STW (moy. de 52 Q) 369
K zéro (moy. de 69 9) 355
Test des Médianes NS

le milieu STW complet, il a tendance & diminuer
avec 1’age de la femelle sur milieu K zéro (Fig. 1).

Discussion

Les résultats obtenus confirment ceux de
Dropkin et Boone (1966) : une carence en potas-
stum diminue la production d’ceufs. Ils infirment
donc ceux de ‘Ishibashi, Kegazawa et Kunii
(1964). Comme ceux de Dropkin et Boone, ils
ont été obtenus avec un controéle trés rigoureux
de I'environnement et en l’absence de concur-
rence entre nématodes.

En ce qui concerne la diapause, il faut d’abord
noter qu’elle apparait en culture monoxénique
sur milieu complet et sans concurrence nutritive.
Elle n'a donc apparemment besoin d’aucune
contrainte pour se produire et semble bien étre
une constante biologique chez cette espéce et
sans doute chez ses proches voisines (de Guiran
Villemin 1980). Les ceufs en diapause appa-
raissent dés le début de la ponte et leur pourcen-
tage reste constant pendant tout celle-ci. Or, sur
des plantes cultivées en pot, ce pourcentage avg-
mente avec ’dge des femelles ainsi qu’avec dif-
férentes contraintes : froid, anoxie, défoliation
(de Guiran, 1980). Il faut donc penser que, dans
des conditions naturelles, une lente détérioration
des rapports physiologiques entre nématode et
plante, peut-étre due au vieillissement de 'hote,
augmente le pourcentage d’ceufs en diapause.
Le fait qu’en culture monoxénique ce pourcen-
tage baisse avec le temps lorsqu’on supprime
le potassium est difficilement conciliable avec
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Semaines aprés U'inoculalion

6e 7e 8e Total
377 436 354 1536
305 242 296 1198
NS HS NS HS
% diapause I H
STW K zéro
30+ 2
a
g t a a
20 ab ab
10- b
5éme 6éme 7éme 8éme

semaine aprés la pénétration

Fig. 1. Pourcentages de diapause parmi les ceufs pon-
dus chaque semaine par M. incognita en cultures
monoxéniques sur racines de tomate. STW : sur milieu
complet ; K zéro : sur milieu carencé en potassium.
Les traitements affectés de la méme lettre ne différent
pas au seuil a = 0,05.

Percenlages of diapause within eggs laid each
week by M. incognita in monoxenic cultures on excised
tomato roots. STW: on compleie medium; K zéro: on
medium without potassium. Trealments bearing the same
letter do not differ at the level o« = .05.

-les autres résultats. Dans une perspective fina-
liste, la diapause apparait en effet comme un
mécanisme ayant peut-étre son origine dans une
quiescence qui aurait peu a peu perdu son carac-
tére réversible, et qui permet de reporter la
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poursuite du cycle dans un avenir ou les condi-
tions favorables se sont stabilisées. Comme la
suppression du potassium diminue également
le total des ceufs pondus, il semble que cette
diminution concerne surtout les ccufs en. dia-
pause. Conclure que le potassium soit utile a
leur apparition parait cependant hasardeux.
Les contraintes physiologiques favorisant la
diapause concerneraient plutot 1'élaboration des
composés organiques puisqu’une carence miné-
rale globale n’augmente pas la diapause sur une
plante en pot (de Guiran, 1980). Une étude
approfondie des circonstances physiologiques
de I’apparition de cette diapause est souhaitable.
La méthode mise au point ici semble particu-
lirement bien adaptée a sa réalisation.
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